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La presente invention concerae de nouveaux monomeres d'alkyl-sucre reducteur ainsi 
5 que leur utilisation en tant qu'agents anti-inflammatoires. 

La reaction inflammatoire est une reponse du systeme innnunitaire face k une agression 
causee aux cellules ou aux tissus vascularises d'un organisme par un pathogene tel que 
les virus, les bacteries ou bien face a une agression chimique ou physique. Souvent 

10 douloureuse, l'inflammation est generalement une reponse de guerison. Cependant dans 
certains cas, (arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn, les maladies autoimmunes...) 
elle peut avoir des consequences plus graves que le stimulus d'origine. 
Les reactions d'hypersensibilite de contact correspondent a des reactions d'immunit6 
specifier dirigees contre des antigenes localises sur des celMesou dans les tissus, a 

15 l'origine de lesions cellulaires ou de reactions inflammatoires. Ces reactions 
d'hypersensibilite peuvent se developper dans le cadre des mecanismes de defense vis- 
a-vis d'un microorganisme pathogene ou dans le cas de reactions allergiques. Elles font 
intervenir differents types de cellules et en particulier les cellules de la peau, certains 
leucocytes, sans oublier les cellules endoth61iales dont le rdle est preponderant dans les 

20 reactions inflammatoires. 

Les interactions intercellulaires qui interviennent alors impliquent generalement des 
phenomenes de reconnaissances specifiques entre ligands et recepteurs. Au cours de ces 
vingt demieres annees, de nombreux recepteurs de surface cellulaires ont ete identifies, 
tels que des proteines capables d'assurer une reconnaissance specifique avec certains 

25 sucres comme le fucose et le rhamnose. 

Les lectines sont des proteines implantees dans les membranes des cellules eucaryotes, 
et jouent un role tres important dans les phenomenes d'adhesion et de reconnaissance 
entre cellules notamment lors des processus inflammatoires. Les lectines membranaires 
sont impliquees en particulier dans l'endocytose, le trafic intracellulaire des 

30 glycoconjugues et la peimeabilite endotheliale. De plus, ces proteines, souvent 
transmembranaires, contribuent a la reconnaissance specifique de l'antigene (domaine 



2 



extracellulaire) et a l'activation des cellules (domaine intracellulaire). Les lectines 
peuvent reconnaitre specifiquement certains sucres, notamment le rhamnose. 
Depuis de nombreuses annees, les alkyles polysaccharides (CmGn ou m est le nombre 
de carbones dans la chaine alkyle et n le nombre d'unit6s glycosidiques composant la 
5 tete hydrophile) constituent une interessante famille de tensioactifs non ioniques. Par 
exemple, les alkyles polyglucosides (APGs) qui sont prepares industriellement a partir 
du glucose et d'alcool gras, trouvent de nombreuses applications en detergence mais 
egalement en cosmetologie en raison de leur bonne tolerance dermatologique. 
La publication « cosmetic use formulation containing pentyl rhamnoside and cetyl 

10 rhamnoside », J P Houlmont and al, International Journal of Cosmetic Science, 2001, 
23, 363-368, decrit la synthese et l'utilisation du pentyle et cetyle rhamnoside comme 
co-tensioactif et tensioactif respectivement, ainsi que leur adequation pour la 
formulation en cosmetique. Ces alkyles rhamnosides (en C 5 et C I6 ) sont produite 
directement par acetalisation du L-fhanffiose dans un alcool approprie en presence d'un 

15 catalyseur acide. Ces alkyles rhamnosides sont decrits comme etant biocompatibles et 
peu toxiques. 

La demande de brevet EP 0 804 923 decrit une composition comprenant un alkyle ethej 
polysaccharide qui comprend au moins deux unites sucres differentes et au moms un 
groupe hydroxyle substitue par une chaine alkyle saturee en C,-C 24 . Cette composition 
20 permet de prot6ger la peau envers les rayonnements ultraviolets. 

La demande de brevet EP 0 804 924 decrit une composition destinee a prolonger la 
longevite d'un parfum sur la peau qui comprend au moins un alkyle d'ether 
polysaccharide comprenant au moins deux unites sucres differentes et au moins un 
groupe hydroxyle substitue par une chaine alkyle en Ci-C 24 saturee. 
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La presente invention conceme des monomeres d'alkyl-rhamnose ou d'alkyl-fucose de 
formule I : 
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dans laquelle Rj represente un radical alkyle en C2-C40, de preference en C2-C24, 
incluant toutes ses formes isomeres, a Fexception des produits de formules 




Ri represente avantageusement un radical alkyle en C5-C12, de preference en C 5 -Cg. 
Dans le cadre de la presente invention, on parlera indifferemment de mononiere d'alkyl- 
rhamnose, r6ciproquement alkyl-fucose, ou d'alkyl-rhamnoside, respectivement alkyl- 
10 fucoside. 



Selon une variante avantageuse de Finvention, le rhamnose ou le fiicose est de 
configuration levogyre. 

Selon une autre variante avantageuse de Finvention, le rhamnose ou le fucose est sous 
la forme anomerique <x 

15 Lesdits monom&res d'alkyl-rhamnose ou d'alkyl-fucose selon Finvention peuvent etre 
synthetises en une seule etape reactionnelle, sans aucune etape de protection ou de 
deprotection des fonctions hydroxyles du sucre reducteur, par reaction de condensation 
du rhamnose ou du fucose avec un alcool, ayant un nombre d'atomes correspondant a la 
longueur de la chaine alkyle. 

20 Le precede de synthese utilise est une reaction type reaction de Fischer avec Facide p~ 
toluene sulfonique (APTS) coirane catalyseur acide. Elle s ! effectue de maniere « one- 
pot », les reacti fs (sucre reducteur : rliamnose ou fucose, alcool, et catalyseur acide) sont 
mis en presence les uns avec les autres sans utiliser de solvant, le milieu est alors sous 
forme heterogene. 
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Le melange rhamnose ou fucose, alcool et catalyseur acide est avantageusement mis a 
reagir sous chauffage et eventuellement sous agitation a une temperature comprise entre 
20 et 120°C, encore plus avantageusement entre 35 et 75°C. La temperature ne doit pas 
Stre trop elevee, notamment elle ne doit pas depasser 120°C, afin d'eviter une 
5 degradation des sucres. Le melange est avantageusement melange de 5 minutes k 
24 heures, encore plus avantageusement 3 heures. 

La fonction anomerique etant la plus reactive, grace a la stabilisation du carbocation par 

resonance, Taddition de l'alcool se fait uniquement en position 1, 

L' alcool, en exc6s, dans un rapport molaire environ double par rapport au rhamnose ou 

10 au fucose, sert de solvant au produit de synthese, le milieu reactionnel se trouve done en 
phase homogene en fin de reaction. On choisi comme catalyseur acide un acide de 
Bronsted relativement fort, mais soluble en milieu organique, tel que l'APTS. L'acide 
sulfixrique trop puissant et l'acide chlorhydrique n'ont done pas pu etre utilises car ils- 
sont solubles-dans Peau tandis que les acides carboxyliques n'etai<5ffi~pas suffisamment 

15 forts. II faut eviter de travailler en pr6sence d'eau, car elle favoriserait davantage la 
reaction inverse d'hydrolyse plutot que la reaction d'addition. 

L' auto-condensation des monomeres d'allcyl-rhamnose ou d'allcyl-fucose est limitee* 
voire supprimee, bien que chaque fonction hydroxyle, d'un point de vue th6orique, est & 
meme de reagir avec une autre pour creer une liaison glycosidique et done d'augmenter 

20 le degre de polymerisation, en raison de Tabsence d' agents protecteurs- On suppose que 
cette auto-condensation est supprimee du fait que les 6-d6oxy-sucres (rhamnose et 
fucose) sont depourvus de fonction hydroxyle primaire et possedent un groupement 
methyle a la place. Le groupement m^thyle des 6-deoxy sucres favoriserait la formation 
d'alkyl-monosaccharides en supprimant ime fonction hydroxyle tres reactive portee par 

25 le carbone 6 et en ajoutant une gene sterique au voisinage du carbone 4 

Cette synthase conduit, pour Tensemble des alkyl-rhamnosides, k l'anomere 
% configuration ou la g6ne sterique est minimisee et done la plus stable 
thermodynamiquement. Le rapport anomerique <x/[3pour les alkyl-fucosides est voisin 
de2. 

30 Selon une variante avantageuse de T invention, Teau formee pendant la r6action de 
condensation est eliminee, physiquement ou chimiquement. Comme exemple de 
technique d'elimination physique de l'eau formee pendant la synthese, on peut 
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notamment citer la distillation ou l'utilisation d'un adsorbant. Comme exemple de 
technique domination chimique de 1'eau formee pendant la synthese, on peut 
notamment citer l'utilisation d'un agent de dessiccation. 

L'eau formee pendant la reaction de condensation est avantageusement eliminee au 
5 moyen d'un agent de dessiccation choisi dans le groupe constitue par les carbonates, les 
sulfates, le chlorure de calcium, le pentaoxyde de phosphore, des tamis moleculaires ou 
des combinaisons de ces divers agents de dessiccation. L'agent de dessiccation peut etre 
introduit directement dans le milieu reactionnel. 

Selon une variante de l'invention, la reaction de condensation est realisee a pression 
10 atmospherique et sous atmosphere d'un gaz inerte, tel que l'argon ou l'azote 

Selon une autre variante de l'invention, la reaction de condensation de l'etape a) est 
realisee k pression reduite. 

Selon une variante avantageuse de l'invention, a la fin de la reaction de condensation, le 
melange est amene a plus basse temperature, de quelquesllegres sous la temperature de 
reaction a 0°C, de preference a temperature ambiante, et repris dans un solvant capable 
de solubiliser le monomere d'alkyl-rhamnose ou d'alkyl-mcose, avantageusement le 
dichloromethane. Le catalyseur acide est neutralise a 1'aide d'une base faible, de 
preference l'hydrogenocarbonate, pendant une periode allant de 1 minute a 24 heures, 
avantageusement 30 minutes. 

Selon les differentes longueurs de chaine, les produits sont purifies, soit par 
chromatographic sur colonne pour les chaines les plus courtes, soit par soxlhet pour les 
autres composes. Les deux methodes peuvent etre combinees si l'on recherche une tres 
grande purete. 

Le principe de la purification par soxhlet consiste a melanger le brut de la reaction 
(alkyl-rhamnoside ou alkyl-fucoside, alcool residuel, APTS, rhamnose ou fucose) avec 
de la silice pour chromalographie dans des rapports massiques voisins de 1 :4, et de 
placer ce melange dans une cartouche d 'extraction : couplage d'une m6thode 
detraction solide-liquide a chaud avec une methode de chromatographic en continu. 
Le rendement massique de ce precede de synthese de monomeres d'alkyl-rhamnose ou 
30 d'alkyl-fucose est supericur a 40%. 
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La presente invention concerne egalement un medicament comprenant au moins un 
monomere de sucre reducteur dont une fonction hydroxyle, avantageusement la fonction 
hydroxyle anomeriqne, est substitu6e par un radical alkoxy en C 2 -C 40 , de preference en 
C2-C24. Dans le cadre de la presente invention, ces monomeres de sucres reducteurs 
dont une fonction hydroxyle est substitu6e par un radical alkoxy sont denommes des 
alkyl-sucres reducteurs. Les alkyl-sucres reducteurs repondent a la formule generale 
suivante : 




HO y ^OH 
OH 

dans laquelle R 2 represente le radical -CH 3 ou le radical -CH 2 OH et R, represente un 

10 radical alkyleenC2-C40.de preference en C2-C24. 

Au sens de la presente inventionTon entend par « sucre reducteur » un sucre prdsentam^T 
lorsqu'il est sous forme lineaire, une fonction aldehyde libre port6e par le carbone* 
anomere. Les sucres reducteurs peuvent etre mis en evidence dans une solution avec unY 
test a la liqueur de Fehling. Comme exemple de sucres reducteurs, on peut notammeni? 

15 citer le glucose, le fructose, le maltose, le galactose et le lactose. > 
Dans le cadre de la presente invention, le sucre reducteur est avantageusement choisi 
dans le groupe constitu6 par le rhamnose, le fucose et le glucose. 

Selon une variante avantageuse de l'invention, le radical alkoxy comprend de 5 4 12 
atomes de carbone, de preference 5 a 8 atomes de carbone. Ainsi R, represente 
20 avantageusement un radical alkyle en Cr-Ci 2 , de preference en Cs-Cg. 

L'invention est caracterisee de par le fait que le sucre reducteur, portant un radical alkyl, 
est uniquement sous forme monomerique. 

Le medicament selon l'invention est avantageusement destine a reguler les mecanismes 
inflammatoires. 

25 Le medicament est notamment destine a la prevention ou au traitement des reactions ou 
pathologies allergiques, inflammatoires, immunitaires de lapeau et/ou des muqueuses. 
Le medicament selon l'invention est egalement destine a inhiber la reponse immune liee 
au stress inflammatoire. 



7 



Le m6dicament selon l'invention est notamment destine a inhiber l'activation des 
leucocytes, tels que les polynucleaires humains et notamment les neutrophiles et les 
mastocytes humains empechant la liberation des mediateurs preformes de la reaction 
immunitaire. II permet egalement I'inhibition de l'adhesion des lymphocytes circulants 
5 et des cellules endotheliales empechant ainsi la transmigration de ces leucocytes sur le 
lieu de rinflammation. II permet aussi I'inhibition de la secr6tion des cytokines 
keratinocytaires, activatrices des lymphocytes T et des cellules de Langerhans, telles 
que IL-1, TNF-oj, ou des molecules d'adhesion, telles que ICAM-1, VCAM, qui 
contribuent au recrutement et au passage trans-endothelial des leucocytes. Le 
10 medicament selon l'invention est egalement inhibiteur du phenomene d'hyperplasie 
keratinocytaire. 

Le m6dicament selon l'invention est aussi inhibiteur du processus d'apprStement de 
l'antigene par les cellules dendritiques de la peau, de la maturation des cellules 
presentatrices d'antigerie, a savoir les cellules dendritiques dermiques et res"cellules de 
15 Langerhans, du phenomene de reconnaissance entre les lymphocytes et les cellules 
presentatrices d'antigene. 

Ainsi, le medicament selon l'invention est destine a la pr6vention ou au traitement des 
maladies choisies dans le groupe constitu6 par de Peczema atopique et/ou de contact, 
des dermatoses inflammatoires, des dermatites irritatives, de l'acne, des maladies auto- 
20 immunes telles que le psoriasis, de la photo-immuno-suppression, du vitiligo, du 
pityriasis, des sclerodermies, de l'arthrite rhumatoide, de la maladie de Crohn ou du 
rejet de greffe. 

Le medicament selon l'invention est egalement destine a la prevention et au traitement 
des derives inflammatoires chroniques H6es au vieillissement et ses consequences. Le 
25 medicament est notamment destine a la prevention ou au traitement des maladies 
choisies dans le groupe constitue par les sensibilisations anaphylactiques, les anomalies 
pigmentaires de la peau, rhypervascularisation dermique, les fissurations 
inflammatoires. 

Selon une variante de l'invention, le medicament est destine a diminuer le caractere 
30 allergisant et/ou irritant d'une composition ou d'un parfum. 

Le medicament selon l'invention comprend avantageusement 0,001 a 50% en poids 
d'alkyl-sucres reducteurs. 
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Le medicament selon la presente invention peut 8tre formule pour 8tre administre par 
toute voie. II est avantageusement formule pour Stre administre par voie topique, orale, 
sous-cutanee, injectable, rectale et genitale. 

Lorsque le medicament est formule pour etre administre par voie orale, ledit 
5 medicament peut se presenter sous la forme de solution aqueuse, emulsion, comprimes, 
gelules, capsules, poudres, granules, solutions ou encore de suspensions orales. 
Lorsque le medicament est formule pour Stre administre par voie sous-cutanee, ledit 
medicament ou ladite composition peut .se presenter sous la forme d'ampoules 
injectables st6riles. 

10 Lorsque le medicament est formule pour Stre administre par voie rectale, ledit 
medicament peut se presenter sous la forme de suppositoires. 

Lorsque le medicament est formule pour etre administre par voie genitale, ledit 
medicament peut se presenter sous la forme d' ovules. 
"T^r~medicament selon Pinvention est de preference a application topique. iLe 

15 medicament peut alors etre formule de mantere a se presenter par exemple sous forme 
de solution aqueuse, de crfeme blanche ou coloree, de pommade, de lait, de lotion, ,de 
gel, d'onguent, de serum, de pate, de mousse, d'aerosol ou de stick, eft- 
La quantite du medicament selon ^invention a administrer depend de la gravite et-tie 
Tanciennete de V affection traitee. Naturellement, le medecin adaptera aussi laposologie 

20 en fonction du malade. 



La presente invention concerne aussi une methode de traitement cosmetique des peaux 
et/ou des muqueuses sensibles, irritees, intolerantes, a tendance allergique, agees, 

25 soumises a un signal danger, presentant un trouble de la barriere cutanee, presentant des 
rougeurs cutanees ou presentant un desequilibre immunologique non pathologique lie 
au vieillissement intrinseque, extrinseque ou hormonal, caracterisee en ce qu'elle 
consiste a appliquer sur la peau et/ou les muqueuses une composition comprenant au 
moins un monomere de sucre reducteur dont ime fonction hydroxyle, avantageusement 

30 la fonction hydroxyle anomerique, est substituee par un radical alkoxy en C2-C40, de 
preference en C2-C24. 
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La presente invention conceme Sgalement une methode de traitement cosmetique pour 
retarder le vieillissement naturel de la peau et/ou pour pr6venir le vieillissement acc616re 
de la peau soumise aux agressions exterieures, notamment pour prevenir le 
vieillissement photo-induit de la peau, caracterisee en ce qu'elle consiste a appliquer sur 

5 la peau une composition comprenant au moins un monomere de sucre reducteur dont 
une fonction hydroxyle, avantageusement la fonction hydroxyle anom&ique, est 
substitute par un radical alkoxy en C2-C40, de preference en C2-C24. 
La composition cosmetique appliquSe dans la methode de traitement cosmetique selon 
Tinvention comprend avantageusement 0,001 a 50% en poids d'alkyl-sucres r6ducteurs. 

10 Le sucre reducteur est avantageusement choisi dans le groupe constitue par le rhamnose, 
le fucose et le glucose. 

Selon une variante avantageuse de rinvention, le radical alkoxy comprend de 5 a 12 
atomes de carbone, de preference 5 a 8 atomes de carbone. 

Lorsque la composition cosmetique est formuTeepour etre administre par voie topique, 
15 ladite composition se presente par exemple sous forme de solution aqueuse, de cr£me 
blanche ou coloree, de pommade, de lait, de lotion, de gel, d'onguent, de serum, de pate, 
de mousse, d'aerosol, de shampoing ou de stick. 



20 D'autres caracteristiques et avantages de Tinvention apparaissent dans la suite de la 
description avec les exemples representes ci-apres. Dans ces exemples on se referera 
aux figures suivantes. Ces figures et exemples sont destines a illustrer la presente 
invention et ne peuvent en aucun cas Stre interpretes comme pouvant en limiter la 
portee. 

25 

Figure 1 : Viabilite des cellules endotheliales issues des ganglions lymphatiques 

peripheriques en presence de rhamnose. 
Figure 2 : Viabilite des cellules endotheliales issues des ganglions lymphatiques 

peripheriques en presence de pentyle-rhamnoside. 
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Exemple 1; P recede de synthese du dodecyl-rhamnose 

Dans un ballon a 2 voies de lOOlhL, surmonte d'un refrigerant droit lui-m8me equipe 
d'une garde dessSchante (CaCk), on introduit sous balayage d'argon, 2 g de rhamnose (1 
5 equivalent) et Talcool gras (dodecyl alcool) a raison de 2 equivalents molaires (4,6 g). 
Le catalyseur acide ^-toluene sulfonique (APTS) est ajoute au melange heterogene 
precedent maintenu sous argon a raison de 0,1 Equivalent molaire. Le milieu est agite 
(agitateur magnetique) a 70 °C pendant 3 heures. 

Apres reaction, le milieu devenu homogene, est refroidi a temperature ambiante. Une 
10 solution de dichloromethane (20 mL) et une pointe de spatule de NaHC0 3 sont ajoutees 
au melange laisse sous agitation et maintenu sous argon. Le milieu est ainsi abandonne 
pendant 30 minutes. 

La solution est ensuite filtree sur papier. Le filtrat (P2) contenant les alkyl-rhamnosides 
est evapore et concentre en une~htule visqueuse. ~ 
15 On r6cup&re ainsi 1,9 g de P2 apres filtration, et un rendement de 48 % apres une etape : 
de purification sur batch de silice. ; A 

La nature des alkyl-rhamnosides est determinee par RMN, HPLC et spectrometrie de: 
masse. 

La spectrometrie de masse est realisee par electrospray. Ces analyses font apparaitre un 
20 degr6 de polymerisation maximal de 2 pour la tete polaire. 

Les analyses RMN a 250 MHz se font dans le CDC1 3 ou D 2 0 sur un appareil 

multinoyaux Briicker AC250 fonctionnant a 250,13 MHz pour *H. 

Les analyses chromatographiques sont realisees en phase inverse sur une colonne 

greff^e CI 8 (YMC~pack CI 8, 12 nm diametre de pore moyen, 5 fim de diametre des 
25 particules) et une colonne LiChrospher 100 RP-8 (125*4 mm I.D.). Ueluant choisi est 

un melange acetonitrile-eau (40-60), avec un debit de 1,5 mL/min a 45 °C. Le detecteur 

est un detecteur a diffusion de la lumiere Sedex 45. 

Exemple 2 : reactivite des sucres vis a vis de Palcool 

30 

Dans le cas des alcools lineaires a conrte chame, la reactivite des differents sucres vis a 
vis de Talcool est bonne. En eflfet, si on considere deux families de composes, les alkyl- 
rhamnosides et les alkyl-glucosides, les rdsultats obtenus pour les pentyl-saccharides 
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sont comparables. L'alcool, peu hydrophobe, assure un bon contact par une bonne 
mouillabilite du sucre et la rdactivite est done accrue. Les rendements obtenus pour les 
alcools de plus courte cfiaine sont toujours superieurs a 50 %. — 
Dans le cas particulier des alcools dont la longueur de chaine est superieure a 8 
carbones, les rendements des alkyl-glucosides decroissent tres rapidement quand la 
longueur de la chaine hydrocarbonee augmente. L'alcool devient en effet trop 
hydrophobe et le contact avec le glucose tres hydrophile est de moins en moins bien 
assure. 

Cette baisse de la r6activite est bien moins importante dans le cas du rhamnose (cf. 
tableau 1). Les rendements pour les alkyl-rhamnosides sont environ 8 fois superieurs a 
ceux des alkyl-glucosides pour la chaine en C n et encore presque 6 fois pour la chaine 
en Ci 6 . 



Rh-C 5 - " 


50% 


Glu-C 5 


65% 


Rh-C, 2 


47% 


GIU-C12 


6% 


Rh-C 16 


27% 


Glu-Cie 


5% 



Tableau 1 : Rendements massiques obtenus apres purification d'alkyl-glucosides et de p-alkyl- 
rhamnosides. 

Dans le tableau 1, 1'abreviation Rh represente le rhamnose et l'abr6viation Glu 
represente le glucose. Ainsi, par exemple, Rh-C 5 represente le pentyl-rhamnoside. 
Une des raisons proposees pour expliquer cette reactivitd est une plus grande 
hydrophobic des deoxy-sucres. En effet, la suppression de l'hydroxyle en position 6 et 
la presence du groupement methyle permettent d'augmenter l'hydrophobie du sucre. 
La presence du groupement m6thyle sur le cinquieme carbone permet egalement 
d'augmenter la densite electronique de l'oxygene par un effet inductif positif et ainsi 
stabiliser l'interm6diaire intervenant dans le mecanisme reactionnel. Le rhamnose est 
done plus reactif que les hexoses vis a vis des alcools gras. 
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Exemple 3 : Aspect physique des alkyl-rhamnosides en fonction de la longueur de 
chaine du radical alkyle 



Les allcyl-rhamnosides ayant des chaxnes lin6aires en C 5 , Ce, Cg, Cio, Cn, et oleyle sont 
5 sous forme d'un liquide visqueux. 

Les alkyl-rhamnosides ayant des chaines lineaires en Ch, Ci 6> Ci 8 et C22 sont sous 
forme solide. 

L'alkyl-rhamnoside ayant une chaine lineaire en C12 est un gel tres compact. 



10 Exemple 4: analyse pharmacologique des alkyl-rhamnosides 

Les differentes cellules de Fimmunite intervenant dans ces processus de Pinflammation 
ont 6te etudiees. Ce sont les cellules dendritiques de la peau, les cellules endothelials, 
~ certains leucocytes et les k6ratinocytes. j 

i 

15 .; 

I) Principes des techniques de mesure de la viabilite cellulaire c 

❖ technique de reduction du MTT, [3-(4,5-dimethyltiazol-2-yl)-2 t 5-diphenyl 
tetrazolium bromide] (commercialise par Sigma) 

20 Cette technique correspond a un test colorim&rique permettant la quantification des 
cellules vivantes, m6taboliquement actives de maniere non radioactive. Le MTT est une 
molecule cationique qui se fixe aux membranes des mitochondries de fa9on potentiel- 
dependant. Au niveau des mitochondries le MTT sera reduit en bleu de formazan par la 
deshydrogenase mitochondriale. Les cellules vivantes se colorent done en bleu, k 

25 Tinverse des cellules mortes qui restent transparentes. La mesure de la viabilite est 
ensuite realisee par mesure de la densite optique a Taide d 5 un lecteur automatique. 
Toutefois cette methode d*analyse sembie etre mieux adaptee aux cellules adherentes 
(type keratinocytes) que pour les cellules non adherentes (monocytes et cellules 
dendritiques). Une autre etude a done ete envisagee pour conclure sur la cytotoxit6 des 

30 oligorhamnosides vis-i-vis des cellules differenciees analysees : la cytometrie de flux 
en prdsence d^iodure de propidium. 



13 



10 



❖ technique de reduction du sel de tetrazolium XTT. 

n s'agit d'une technique permettant une quantification de la proliferation cellulaire et du 
nombre de cellules vivantes, (m6taboliquement actives) sans incorporation d'isotopes 
radioactifs. Le XTT, de couleur jaune, est une molecule cationique qui se fixe aux 
membranes des mitochondries de facon potentiel-dependant, comme le fait le MTT. 
Au niveau des mitochondries, le XTT sera reduit en formazan (orange) par la 
tetrazolium reductase mitochondriale. Cette methode, plus onereuse que la methode du 
MTT, ne necessite pas dans son protocole la lyse des cellules par le SDS pour liberer le 
colorant. En effet le produit de reduction est soluble au sein de la cellule. La methode 
est ainsi plus rapide. Les cellules vivantes, en absence et en presence d'un traitement 
avec un produit se colorent, al'inverse des cellules mortes qui restent incolores. Le taux 
de formazan produit est detecte au spectrophotometre pour une longueur d'onde de 
450 nm et est directement proportionnel au nombre de cellules m6taboliquement 
actives. 
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2) test de toxicity 



20 



25 



❖ Des keratinocytes sont isoles et mis en culture a partir de biopsie de peau humaine 
issue de donneurs anonymes suite a une intervention de chirurgie plastique. Les mesures 
de densite optique (absorbance) des 4 puits traites avec la meme concentration de 
produits sont moyennees. Cette moyenne est compute a la moyenne des mesures 
obtenues pour les 4 puits temoin (test t de Student -*omparaison des moyennes- 
difference significative a 95 % si p<0,05 et a 99 % si p<0,01). 

Les viabilites des cellules traitees sont exprim6es en pourcentage par rapport au temoin 
(cellules non traitees) de 100 % (DO traite/ DO temoin x 100). 

Le rhamnose ne pr6sente pas de cytotoxicite (cf. tableau 2), meme pour les 
concentrations les plus elevees. 





Temoin 


Rhamnose 
1 mg/mL 


1 Rhamnose 
0,1 mg/mL 


Rhamnose 
0,01 mg/mL 


Rhamnose 
0,001 mg/mL 


% viabilite 


100 


104 


98 


100 


'95 


p (Student) 
Tableau 2 : Viahil 


ifp Hoc lr£~a«, 


0,504 


0,679 


0,991 


0,407 
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Le pentyl-rhamnoside presente une cytotoxicity pour des concentrations sup6rieures a 
2 mg/mL (cf. tableau 3). Cette toxicite ne peut pas 6tre expliquee par un effet delipidant 
de ralkyl-rhatnnoside etant donne qu'a une concentration nettement superieure, voisine 
de 70 g/L, aucun effet de d6tergence n'a et6 mis en evidence lors des etudes sur les 
5 vesicules multilamellaires de phosphatidylcholine. 





Temoin 


Rh-C 5 
5 mg/mL 


Rh-C 5 
2 mg/mL 


Rh-C 5 
1 mg/mL 


Rh-C 5 
0,1 mg/mL 


% viabilite 


100 


40 


53 


74 


94 


p (Student) 




<0,01 


<0,01 


<0,01 


0,145 



Tableau 3 : Viabilite des keratinocytes en presence de differentes concentrations en pentyl- 



rhamnoside (Rh-C 5 ). 

10 ❖ Des cellules endotheliales ont 6te mises en culture, immortalisees et stabilisees dans 
leur phenotype. Les lignees cellulaires etudiees sont les cellules endotheliales 
d'appendice, les cellules endotheliales microvasculaire de cerveau, les cellules, 
endotheliales de ganglions lymphatiques m6sentherique, les cellules endotheliales de 
ganglions lymphatiques peripheriques, les cellules endotheliales microvasculaires de la f 

15 peau, 

Le test de cytotoxicity est realise au moyen d'un test biochimique sur la transformation 
d'un sel de tetrazolium, le MTT. Les resultats obtenus sont tres positifs, aucune toxicite 
n'est mise en Evidence, avec le penhylrhamnoside (cf. figures 1 et 2). La viabilite est en 
effet toujours superieure a 85 %, et ceci pour toutes les lignees de cellules etudiees. 

20 Figure 1 : Viabilite des cellules endoth61ia!es issues des ganglions lymphatiques 
peripheriques en presence de rhamnose. 
Figure 2 : Viability des cellules endotheliales issues des ganglions lymphatiques 

peripheriques en presence de pentyl-rhamnoside. 
On note en particulier Fapparition d'un pic de stimulation correspondant a 4 heures 

25 d'incubation, temps necessaire pour Tinitiation de la synthese proteique. La presence de 
ce pic est interessante car il traduit que les cellules tolerent les ohgorhamnosides 
(absence de toxicite), et les assimilent. Ces produits semblent enrichir le milieu de 
culture. 

Ces resultats sont similaires pour les autres lignees de cellules endotheliales. 
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3) Influence des alkvl-rha mnosides sur des cellules humaines cultivees en milieu 
pro-inflammatoire 

® Dosage de la PGE 2 liber6e par les KHN stimulees par le PMA 
Les alkyl-rhamnosides ont pu etre evalues en tant qu'inhibiteur de la liberation de PGE 2 
dans les surnageants cellulaires. Ces produits sont mis en presence des KHN en merae 
temps que le PMA a 1 ng/mL. Chaque condition testee est evaluee sur 4 puits de KHN 
pour la stimulation. 

Apres 24 heures de traitement, les resultats r6sumes dans le tableau 4 suivant 
represented les moyennes des valeurs des concentrations en PGEz (pg/mL) donnees 
dans chacun des surnageants cellulaires stimules ou non et rapportees a une quantite de 
cellules exprimees en ug. 





1 mg/mL 


0,5 jig/mL 


0,1 mg/mL 


0,05 mg/mL 


0,02 mg/mL 


Rh-C 5 
Tableau 4 : Poui 


89% 

■centace HMnli 


84% 
63% 


64% 


61 % 


29% 



des pentyl-rhamnosides (Rh-C 5 ). 

Le pentyl-rhamnoside presente une plus forte inhibition (80 a 60%) pour des 
concentrations de 1 mg/mL a 0,05 mg/mL. Son activite diminue a 0,02 mg/mL : 29 % 
d 'inhibition. 

Le pentyl-rhamnoside presente une forte inhibition, de 60 a 80%, pour des 
concentrations allant de 1 mg/mL a 50 ug/mL. 



4) Adhesion entre cellules endoth61iales et lymphocytes 

L'influence des alkyl-rhamnosides sur l'adhesion entre lymphocytes et cellules 
endothelials non-activees a 6te evaluee, notamment la lignee de cellules endothelials 
issues de la peau (HSkMEC). Ces cellules ont ete mises en presence d'un fort 
activateur, le TNF-a. 

L'adhesion est realis6e in-vitro en condition statique. Les cellules endothdliales sont 
ensemencees dans des puits afin d'obtenir une monocouche. Les cellules sont pretraitees 
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pendant 5 heures en presence ou en absence d'alkyl-rhainnosides. Le dodecyl- 
rhamnoside n<§cessitant une teneur de 0,1 % volumique pour Stre soluble dans les 
milieux de culture, un temoin contenant 0,1 % de glycerol sera 6galement analyse. En~ 
effet, le glycerol a 0,1 % stimule Tadhesion des lymphocytes sur HSkMEC (31 %) alors 
5 qu'il n'a pas d'effet sur les autres lign6es de cellules endotheliales. 

La suspension de lymphocytes marques est a une concentration permettant d'obtenir un 
rapport de 5 lymphocytes pour une cellule endothelial 1/ adhesion est realisee durant 
30 minutes a temp6rature ambiante. Le marqueur se fixe irr6versiblement aux lipides de 
la membrane plasmique des cellules sans affecter les proprietds biologiques de la 
10 membrane, ni la viabilite cellulaire. 

L' adhesion des lymphocytes sur les cellules endotheliales est quantifiee par cytometrie 
de flux. 

Les premiers tests d'adhesion sur les lignees de cellules endotheliales non activees ont 
donne les resultats suivantsr pentyl-rhamnoside 1,1 mM induit une augmentation de^ 

15 l'adh&rion des lymphocytes sur HPLNEC.B3 (37,9 %) et une tres forte augmentation d& 
l'adhesion sur HMLNEC par rapport au rhamnose (96,7 %). II a un effet inhibiteur de* 
l'adhesion des lymphocytes sur HSkMEC de 37,3 % par rapport au rhamnose. II n'a pas v 
ou tres faiblement d'effet sur HAPEC et HBrMEC. : " f 
Le dod6cyl-rhamnoside a 1,5 diminue l'adhesion des lymphocytes sur HSkMEC de 

20 34,2 %. II augmente cette adhesion sur HAPEC de 44,1 % et n'a pas d'effet sur 
HBrMEC, HPLNEC.B3 et HMLNEC. 

Les resultats de l'adhesion entre lymphocytes et les cellules endotheliales activees, 
resumes dans le tableau ci-dessous (cf. tableau 5) et la figure 3, sont issus du 
regroupement de trois experiences d'adhesion. 

25 



30 
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Milieu 


TNF 


Rannort Temoin/TNF 


Temoin 


1,000 


2,730 


2,7 


Rhamnose 


1,630 


2,450 


1,5 


Pentyl-rhamnose 


1,900 


3,100 


1,6 


Temoin glycerol 


2,200 


3,200 


1,45 


Dodecyl-rhamnose 


3,200 


1,900 


0,59 



Tableau 5 : Resultats de Tadhesion entre lymphocyte et cellules endothelials (HSkMEC) en 
presence des derives rhamnosyles. 



L'effet du dodecyl-rhamnoside a 1,5 jliM est confirme sur les cellules endothelials avec 
une inhibition de Tadhesion de 63 %. 
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REVINDICATIONS 



1- Monomere d'alkyl-rhamnose ou d'alkyl-fiicose de fonnule I : 




OH 

dans laquelle Ri represente un radical alkyl en C 2 -C 4 o> de preference en C 2 -C 24 , incluant 
toutes ses formes isomeres, a Texception des produits de formules 




2- Monomere selon la revendication 1, caracterise en ce que Rj repr6sente un radical 
alkyl en C5-C12, de preference en C 5 -C 8 . 

15 

3- Monomere selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le rhamnose ou le 
flxcose est de configuration 16vogyre. 

4- Monomere selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
20 que le rhamnose ou le fiicose est sous la forme anomerique ol 
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JRE VINDICATIONS 



1- Medicament comprenant au moins un monomere de sucre reducteur dont une 
fonction hydroxyle, avantageusement la fonction hydroxyle anomerique, est substitute 
par un radical alkoxy en C 2 -C 40 , de preference en C 2 -C 24 . 

2- Medicament selon la revendication 1, caracterise en ce que le sucre reducteur est 
choisi dans le groupe constitue par le rhamnose, le focose et le glucose. 

3- Medicament selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le radical alkoxy 
comprend de 5 a 12 atomes de carbone, de preference 5 a 8 atomes de carbone. 

4- Medicament selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, destine a reguler les 
m6canismes inflammatoires. 

5- Medicament selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, destine a la prevention 
ou au traitement des reactions ou pathologies allergiques, inflammatoires, immunities 
de la peau et/ou des muqueuses. 

6- Medicament selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, destine a inhiber la 
reponse immune Hee au stress inflammatoire. 

7- Medicament selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, destine a inhiber 
lacuvation des leucocytes, la secretion des cytokines keratinocytaires, le phenomene 
d'hyperplasie keratinocytaire, le processus d'appretement de I'antigene par les cellules 
dendntiques de la peau, la maturation des cellules presentatrices d'antigene le 
phenomene de reconnaissance entre les lymphocytes et les cellules presentatrices 
d'antigene. 
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5- Medicament comprenant au moins un monomere de sucre reducteur dont une 
fonction hydroxyle, avantageusement la fonction hydroxyle anomerique, est substitu6e 
par un radical alkoxy en C2-C40, de preference en C2-C24. 

5 6- Medicament selon la revendication 5, caracteris6 en ce que le sucre reducteur est 
choisi dans le groupe constitue par le rhamnose, le fucose et le glucose. 

7- Medicament selon la revendication 5 ou 6, caract6rise en ce que le radical alkoxy 
comprend de 5 a 12 atonies de carbone, de preference 5 a 8 atomes de carbone. 

10 

8- Medicament selon Tune quelconque des revendications 5 a 7, destine a reguler les 
m6canismes inflammatoires. 

9- Medicament selon Tune quelconque-des revendications 5 a 8, destine k la prevention 
15 ou au traitement des reactions ou pathologies allergiques, inflammatoires, immunitair.es 

de la peau et/ou des muqueuses. 

10- Medicament selon Tune quelconque des revendications 5 & 9, destine a inhiber ia 
reponse immune liee au stress inflammatoire. 

20 

11- Medicament selon Tune quelconque des revendications 5 a 10, destine a inhiber 
P activation des leucocytes, la secretion des cytokines keratinocytaires, le phenomene 
d'hyperplasie keratinocytaire, le processus d'appretement de Pantigene par les cellules 
dendritiques de la peau, la maturation des cellules presentatrices d'antigene, le 

. 25 phenomene de reconnaissance entre les lymphocytes et les cellules presentatrices 
d'antigfene. 

12- Medicament selon Pune quelconque des revendications 5 a 11, destine a la 
prevention ou au traitement des maladies choisies dans le groupe constitue de Peczema 

30 atopique et/ou de contact, des dermatoses inflammatoires, des dermatites irritatives, de 
Pacne, des maladies auto-immunes telles que le psoriasis, de la photo-immuno- 
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8- Medicament selon l'une quelconque des revendications 1 a 7, destine a la prevention 

ou au traitement des maladies choisies dans le groupe constitue de l'eczema atopique 

et/ou de contact, des dermatoses inflammatoires, des dermatites irritatives, de I'acne, 

des maladies auto-immunes telles que le psoriasis, de la photo-immuno-suppression, du 

5 vitiligo, du pityriasis, des sclerodermies, de l'arthrite rhumatoide, de la maladie de 
Crohn ou du rejet de greffe. 

9- Medicament selon l'une quelconque des revendications 1 a 8, destine a la prevention 
et au traitement des derives inflammatoires chroniques liees au vieillissement et ses 

10 consequences. 

10- Medicament selon la revendication 9, destine a la prevention ou au traitement des 
maladi es chois ies dans le groupe constitue par les sensibilisations anaphylactiques, les 
anomalies pigmentaires de la peau, l'hypervascularisation dermiq'ue, les fissurations 

15 inflammatoires. 

1 1- Medicament selon l'une quelconque des revendications 1 a 1 0, destine a diminuer le 
caractere allergisant et/ou irritant d'une composition ou d'un parfum. 
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12- Medicament selon l'une quelconque des revendications 1 a 11, caracterise en ce 
qu'il comprend 0,001 a 50% en poids dudit monomere de sucre reducteur. 

13- Methode de traitement cosmetique des peaux et/ou des muqueuses sensibles, 
irritees, intolerantes, a tendance allergique, agees, soumises a un signal danger,' 
presentant un trouble de la barriere cutanee, presentant des rongeurs cutanees ou 
presentant un desequilibre immunologique non pathologique lie au vieillissement 
intrinseque, extrinseque ou hormonal, caracterisee en ce qu'elle consiste a appliquer sur 
la peau et/ou les muqueuses une composition comprenant au moins un monomere de 
sucre reducteur dont une fonction hydroxyle, avantageuscment la fonction hydroxyle 
anomerique, est substituee par un radical alkoxy en C 2 -C 40 , de preference en C 2 -C 24 . 
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suppression, du vitiligo, du pityriasis, des sclerodermies, de l'arthrite rhumatoide, de la 
maladie de Crohn ou du rejet de greffe. 

13- Medicament selon I'une quelconque des revendications 5 & 12, destine a la 
5 prevention et au traitenient des derives inflammatoires chroniques liees au 

vieillissement et ses consequences. 

14- Medicament selon la revendication 13, destine a la prevention ou au traitement des 
maladies choisies dans le groupe constitue par les sensibilisations anaphylactiques, les 

10 anomalies pigmentaires de la peau, l'hypervascularisation dermique, les fissurations 
inflammatoires. 

15- Medicament selon Tune quelconque des revendications 5 a 14, destine a diminuer le 
caractere allergisant et/ou iiritanTd'ime composition ou d'un parfum. 

15 

16- Medicament selon Tune quelconque des revendications 5 a 15, caracterise en ce 
qu'il comprend 0,001 a 50% en poids dudit monomere de sucre r<§ducteur. 

17- Methode de traitement cosmetique des peaux et/ou des muqueuses sensibles, 
20 irritees, intolerantes, a tendance allergique, agees, soumises k un signal danger, 

presentant un trouble de la barriere cutanee, presentant des rougeurs cutanees ou 
presentant un desequiiibre immunologique non pathologique lie au vieillissement 
intrinsfcque, extrinseque ou hormonal, caracterisee en ce qu ! elle consiste a appliquer sur 
la peau et/ou les muqueuses une composition comprenant au moins un monomere de 
25 sucre reducteur dont une fonction hydroxyle, avantageusement la fonction hydroxyle 
anomerique, est substituee par un radical alkoxy en C 2 -C^ de prefereoice en C 2 -C 2 4. 

18- Methode de traitement cosmetique pour retarder le vieillissement naturel de la peau 
et/ou pour prevenir le vieillissement accelere de la peau soumise aux agressions 

30 exterieures, notamment pour prevenir le vieillissement photo-induit de la peau, 
caracterisee en ce quelle consiste a appliquer sur la peau une composition comprenant 
au moins un monomere de sucre reducteur dont une fonction hydroxyle, 
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14- Methode de traitement cosmdtique pour retarder le vieillissement naturel de la peau 
et/ou pour prevenir le vieillissement accelere de la peau soumise aux agressions 
exterieures, notamment pour prevenir le vieillissement photo-induit de la peau, 
caracterisee en ce qu'elle consiste a appliquer sur la peau une composition comprenant 

5 au moins un monomere de sucre reducteur dont une fonction hydroxyle, 
avantageusement la fonction hydroxyle anomerique, est substitute par un radical alkoxy 
en C2-C40, de preference en C2-C24. 

15- Methode de traitement cosmetique selon la revendication 13 ou 14, caracterisee en 
10 ce que le sucre reducteur est choisi dans le groupe constitue par le rhamnose, le fucose 

et le glucose. 

16- Methode de traitement cosmetique selon l'une quelconque des revendications 13 a 
13, caracterisee en ce que le radical alkoxy comprendde 5 a 12 atomes de carbone, de 

15 preference 5 a 8 atomes de carbone. 
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avantageusement la fonction hydroxyle anomerique, est substitute par un radical alkoxy 
en C2-C4C de preference en C2-C24. 

19- M6thode de traitement cosm6tique selon la revendication 17 ou 18, caracterisee en 
5 ce que le sucre reducteur est choisi dans le groupe constitue par le rhamnose, le fucose 

et le glucose. 

20- Methode de traitement cosm6tique selon Tune quelconque des revendications 17 a 
19, caracterisee en ce que le radical alkoxy comprend de 5 a 12 atomes de caibone, de 

10 preference 5 a 8 atomes de carbone. 
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